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Doel: 
Het toetsen van een sne lle methode voor het bepalen van a - hydroxybo-
terzuur, in eieren en eiprodukten, ~o~elke zal worden toegepast om 
schomo~eieren te kunnen aantonen. 
Samenvatting: 
Een in de literatuur beschreven enzymatische methode voor het bepalen 
van ~-hydroxyboterzuur (~-HBZ) in eieren werd nagewerkt. Na enige mo-
dificaties werd de methode getoetst op recovery, lineariteit, herhaal-
baarheid, reproduceerbaarheld en bruikbaarheid met betrekking tot ei-
produkten. Meetresultaten werden vergeleken met die verkregen volgens 
een gaschromatografische methode. Hieruit is gebleken dat me t laa tst-
genoemde methode lagere gehalten \o~orden gevonden. Het niveauverschil 
tussen beide methoden kan mogelijkerwijs \Wrden verklaard door een la-
gere opbrengst met de gaschromatografische methode. Dit dient nader 
onderzocht te worden. 
Conclusie: 
De enzymatische methode is geschikt bevonden voor het bepalen van 
a-HDZ in eieren en eiprodukten met als onderste grens 0,5 mg/kg. 
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1. Inleiding 
Jaarlijks worden er in Nederland circa 70 miljoen heldere uitgeschouw-
de broedeieren verwerkt tot eiprodukt. Ofschoon nooit bewezen is dat 
heldere schouweieren op enigerlei wijze schadelijk zijn voor de volks-
gezondheid, wordt er van diverse kanten op aangedrongen om normen voor 
de verwerking van bebroede eieren op te stellen. Een en ander zou de 
eerlijkheid in de handel ten goede komen. 
Daartoe zal men moeten kunnen beschikken over geschikte analysemetho-
den om de verwerking van schouweieren te kunnen aantonen. Tot dusverre 
is het aantonen van schou('leieren toegespitst op de aanwezigheid van 
13-hydroxyboterzuur, een produkt dat gaschromatografisch kan worden 
aangetoond op het mg/kg-niveau (1). 
De gaschromatografische methode kan mogelijkerwijs gebruikt worden als 
referentieme thode en binnen het RIKILT wordt dan ook getracht om de 
methode volge ns Littmann (2) te modificeren door een snellere monster-
opwerking toe te passen. 
Naast deze gaschromatografische methode bestaat belangstelling voor 
een éénvoudige en snelle methode welke eventueel als screeningsmethode 
gebruikt kan ('lorden. Parry (3) beschreef een snelle enzymatische bepa-
ling van 13-hydroxyboterzuur in vloeibare hele eieren, door het toepas-
sen van het specifieke enzym D-13- hydroxyboterzuur dehydrogenase, waar-
mee een detektiegrens van 2 mg/kg haalbaar zou zijn. Deze methode 
diende als uitgangspunt bij het beschreven onderzoek. 
2. Principe van de enzymatische methode 
In eimonsters worden de eiwitten geprecipiteerd door toevoegen van 
perchloorzuur en verwijderd door centrifugeren. Het heldere superna-
tant wordt m.b.v. kaliumhydroxide op pH 8,4 .:t, 0,2 gebracht en het 
mengsel wordt gedurende 30 minuten in ijs gekoeld. 
Het onoplosbare kaliumperchloraat en de neergeslagen eiwitten worden 
verwijderd door centrifugeren. 
In een aliquot deel van het op deze wijze verkregen eiextrakt wordt de 
hoeveelheid a-HBZ bepaald m.b.v . een enzymatische reaktie. 
Het enzym D-(3- hydroxyboterzuur dehydrogenase is specifiek voor het D-
isomeer van a-hydroxyboterzuur en kataliseert de reversibele reaktie: 
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waarin: NAD+ = nicotinamide adenine dinucleotide 
NADH = gereduceerde vorm van het CO-enzym. 
De evenwichtscanstante van deze reaktie is 1,42 x 10- 9 mol/liter bij 
25°C en pH 8 ,4. De reaktie is pas volledig indien het gevormde aceto-
azijnzuur wordt verwijderd door reduktie m.b.v. hydrazine. 
Alleen het gereduceerde dinucleotide vertoont een absorptie bij 340 nm 
en op deze wijze kan de reaktie gevolgd worden. 
Schema I: Weergave van de gebruikte methode: 
+ 
40 gram vloeibaar ei 
25 ml perchloorzuur (30% t>l/v) 
! 
mengen m.b .v. Utra-Turrax 
l 
centrifugeren 
t 
filtreren 
25 ml filtraat op pH 8,4 ± 0,2 
brengen met 30% KOH 
r - - - -- - - - - ~ conce ntreren- - - 1 
aanvullen tot 100 ml me t wa ter aanvullen tot 50 ml met water [ - - - - -
15 min koelen in ijs 
J, 
centrifugeren 
.r ---
2 rol extrakt 
+ 0,5 ml trisbuffer 
+ 0,5 ml hydrazinehydraat 
+ 0,4 rol NAD+ 
+ 10 }.11 enzym 
r 
mengen 
t 
absorptie meten bij 340 nm 
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3. Experimenten 
3.1 ,!!a~erken_ v~n-de ~e_!hod!:_ _yo..!.gen!_ Pa.!_r2:_ J_3l 
Parry beschreef in haar publikatie, dat geneutraliseerde perchloor-
zuurextrakten van eieren geen significante absorptie vertoonden bij 
340 nm. 
Hiervan uitgaande \o~erd in de perchloorzuurextrakten het 13-HBZ bepaald 
door, tijdens de enzymatische reaktie, de absorptie te meten tegen een 
blanke chemicaliën. 
Om een lagere detektiegrens te verkrijgen werd bij de enzymatische 
reaktie de totale absorptietoename bepaald, dit in tegenstelling tot 
de door Parry gebruikte beginsnelheidsmethode. 
Het in achtneming van deze veranderingen \o/erd de methode getoetst op 
recovery en de enzymatisch bepaalde B-HBZ gehalten vergeleken met die 
verkregen volgens een gaschromatografische methode. 
3.1.1 Recoveryexperimenten. 
Een aantal experimenten werd uitgevoerd om de recovery, op verschil-
lende niveaus, te kennen. 
Hiertoe \o~erd een oplossing van het natriumzout van (3-hydroxyboterzuur 
toegevoegd aan waterige oplossingen en aan vloeibare eimonsters. 
Deze standaardoplossing bevat in gelijke hoeveelheden de D- en L-vorm 
van 13-Hnz. 
Aangezien het enzym specifiek is voor de D-vorm van 13-HBZ \olerd bij de 
berekening voor de recovery hiermee rekening gehouden door de gevonden 
13-HBZ gehalten met een faktor twee te vermenigvuldigen. 
Na toevoegen van standaardoplossing van 13-HBZ aan \o~aterige oplossingen 
en op verschillende niveaus (0,5 tot 50 mg/1), werd gemiddeld 94 % 
(80- 104%) t e ruggevonden met een variatiecoëfficiënt van 8,8%. 
Na toevoegen van standaardoplossing van 13 - HBZ aan eimonsters werd op 
het 2 mg/kg niveau gemiddeld 67% (50- 86%) teruggevonden met een 
variatiecoëfficiënt van 22%. 
Op het 10 mg/kg niveau bedroeg de gemiddelde recovery 86% (72-101 %) 
met een variatiecoëfficiënt van 12% en op het 20 mg/kg niveau was de 
recovery gemiddeld 93% (83- 98%) met een variatiecoëfficiënt van 6%. 
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Hieruit kon geconcludeerd worden, dat naarmate de toevoeging aan ei-
monsters op een hoger niveau werd uitgevoerd, de recovery hoger en de 
variatieco~fficiënt lager werd. 
In tabel 1 worden de gevonden recoverywaarden vergeleken met de resul-
taten van Parry en hieruit kon geconcludeerd worden dat de gemiddelde 
recovery lager was dan die van Parry en de variatieco~ffici~nt een 
overeenkomstige waarde bezat. 
3 .1. 2 Vergelijking gaschromatografische- en enzymatische resultaten. 
Via het Spelderholt werd een aantal eimonsters verkregen dat m.b.v. de 
hiervoor beschreven enzymatische methode werd onderzocht. De resulta-
ten werden vergeleken met die verkregen volgens de gaschromatografische 
methode, uitgevoerd volgens Littmann (zie tabel 2). 
Hieruit bleek dat de waarden van 13-HBZ nogal verschillen en relatief 
bij l age waarden het meest . Bij de onbevruchte eieren werd m.b.v. de 
enzymatische methode een faktor 4 à 5 hogere 13-HBZ gehalten gevonden 
dan bij de gaschromatografische methode. Bij hogere gehalten (>5 mg/kg) 
werd m.b.v. de enzymatische methode 2 maal hoger gevonden, aflopend 
tot een faktor 1,5 hoger bij 100 mg/kg 13-HBZ en meer. 
Uit het voorgaande kon geconcludeerd worden dat met de enzymatische 
methode vooral op het lage B-HBZ niveau (<10 mg/kg) sterk afwijkende 
gehalten werden gevonden indien vergeleken met de gaschromatografische 
methode. 
3.2 Qnie.!.z~e~ E.a.!!r_d~~o.!.z~k~n_v.!!n_d~.!!f~ilk~nie_r~s_!!l,!a,!eE, 
Vanwege het niveauverschil werd de enzymatische methode nog eens kri-
tisch bekeken. Gezien het hoge verschil bij lage B-HBZ gehalten en een 
afnemend verschil bij hogere gehalten, werd gedacht aan twee mogelijke 
oorzaken: 
- het gebruikte enzym was niet zuiver genoeg 
- aanwezigheid van een achtergrondabsorptie in eiextrakten . 
3.2 . 1 Zuiverheid enzym. 
Het gebruikte enzym D-13-hydroxyboterzuurdehydrogenase van Boehringer 
(art.no. 127 191) was volgens de specificaties verontreinigd met lac-
taatdehydrogenase (<0,1%) en malaatdehydrogenase (<5%). 
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Volgens Littmann (2) bedroeg het gehalte aan melk- en appelzuur (uit-
gedrukt op droge stof basis) in legverse eieren gemiddeld 133 respek-
tievelijk 11 mg/kg . Indien eieren acht dagen waren bebroed liep het 
gehalte op tot 10. 680 mg/kg voor melkzuur en 69 mg/kg voor appelzuur . 
Om te kunnen beoordelen of de aanwezige verontreinigingen in het ge-
bruikte enz~ reageren op het in eieren aanwezige melk- en appelzuur 
werden standaardoplossingen van beide zuren onderworpen aan de enz~a­
tische reaktie. 
De absorptie werd gedurende twee uur gemeten bij een reaktietempera-
tuur van 30°C . 
In figuur 1 worden de resultaten grafisch weergegeven. Hieruit is ge-
bleken dat de enzymen lactaat- en malaat-dehydrogenase in overmaat, 
t . o.v. de concentratie aan zuur, aanwezig waren, aangezien de gemeten 
aktiviteit een funktie was van de substraatconcentratle . 
De concentraties melk- en appelzuur, vermeld in figuur 1, zijn omgere-
kend naar de gehalten zoals ze zouden zijn in eiprodukten (op droge 
stof basis) om een vergelijking te kunnen maken met het effekt van de 
natuurlijke gehalten van beide zuren in eieren . 
Bij de ~-HBZ metingen was de absorptie veelal pas na 90 minuten nage-
noeg constant. Bij de melkzuurmeting bleek de absorptie, bij een con-
centratie van 1000 mg/kg , op dat tijdstip 0,006 te bedragen. Indien 
met deze absorptie het ~-HBZ gehalte wordt berekend, bedraagt dit 
0,6 rug/kg. 
Littmann (2) vond voor melkzuur, in onbevruchte eieren, een gemiddeld 
gehalte van 320 mg/kg . Dit zou een absorptie geven van ca. 0,002 en 
omgerekend naar ~-HBZ is dat ca . 0,2 mg/kg. Het ~-HBZ gehalte in deze 
eieren bedroeg, volgens Littmann, gemiddeld 2,9 mg/kg (op droge stof 
basis). De gemiddelde bijdrage van storend melkzuur aan het B-HBZ be-
draagt dus ca. 7% en maximaal 10% . 
Bij bevruchte bebroede eieren, zonder zichtbare aanwezigheid van em-
bryo ' s, bedroeg het melkzuurgehalte, volgens Littmann, maximaal 
10.680 rug/kg . Dit zou een absorptie geven van ca . 0,06 en omgerekend 
naar ~-HBZ is dit 6 mg/kg . Het B-HBZ gehalte was; volgens Littmann, 
max. 318 rug/kg. 
De maximale bijdrage van het storende melkzuur is dus op dit niveau 
ca. 2%. 
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Een overeenkomstige berekening werd toegepast m.b.t . het effekt van 
eventueel aanwezig appelzuur op de enzymatische reaktie. Hieruit is 
gebleken dat op het lage B-HBZ niveau (2 mg/kg) het storende appelzuur 
een verhoging gaf van gemiddeld 7% en maximaal 9%. Op het hoge B-HBZ 
niveau (120 mg/kg) was de verhoging ca. 0,5%. 
Uit deze berekeningen kon geconcludeerd \-lOrden dat het storende melk-
zuur en appelzuur, op het lage B-HBZ niveau, een maximale verhoging 
gaven van ca. 20% en op het hoge B-HBZ niveau maximaal ca. 2,5%. Het 
niveauverschil tussen de gaschromatografische- en de enzymatische 
methode was hiermede dus niet geheel verklaard. 
3.2.2 Aanuezigheid van een achtergrondabsorptie in eiextrakt. 
Parry beschreef dat perchloorzuurextrakten geen absorptie vertoonden 
bij 340 nm. Omdat het voorgaande anders ui t\.;rees werd dit onderwerp na-
der onderzocht. 
Van een drietal eimonsters \.;rerd de achtergrondabsorptie bij 340 nm ge-
meten, tegen een blanko chemicaliën , door aan het eiextrakt alle 
reagentia toe te voegen behalve het enzym. In tabel 3 \.;rorden de resul-
taten ~.;reergegven. In figuur 2 wordt het absorptiespectrum \.;reergegeven 
van een monster gemeten tegen een blanko chemicaliën en in figuur 3 
wordt het absorptiespectrum weergegeven van dit zelfde monster met 
enzym, gemeten tegen dit monster zonder enzym. 
Hieruit is gebleken dat de achtergrondabsorptie van het eiextrakt voor 
een flinke verhoging zorgt, vooral op het lage B -HBZ niveau, \.;ranneer 
hiervoor niet wordt gecorrigeerd. 
Van een aantal eiextrakten \.;rerd de achtergrondabsorptie gedurende 1, 5 
uur gemeten en hieruit bleek, dat de absorptie opliep in de tijd. 
Na 90 minuten werd enzym toegevoegd en weer de absorptie gemeten. Ook 
na de enzymatische reaktie bleef de absorptie oplopen (zie figuur 4). 
Om een juiste absorptietoename, t.g.v. de enzymatische reaktie, te me-
ten is het noodzakelijk om gedurende de gehele meting als blanko het 
eiextrakt met chemicaliën, behalve het enzym, te gebruiken. 
3.2.3 Effekt correctie op achtergrondabsorptie en zuiver enzym. 
Een zuiver enzym, B-hydroxyboterzuurdehydrogenase, werd besteld bij 
Sigma (art.nr. H4005). 
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Volgens de specificaties bedroeg het gehalte aan melkzuur- en appel-
zuurdehydrogenase maximaal respektievelijk 0,05 en 1%. De aktiviteit 
van het (3-hydroxyboterzuurdehydrogenase lag een faktor 3 hoger dan die 
van het enzym, besteld bij Boehringer. 
Het effekt van dit zuivere enzym en dat van een toegepaste correctie 
voor de achtergrondabsorptie werd bepaald aan de hand van drie eimon-
sters en de resultaten ~.;rorden weergegeven in tabel 4. 
Gebleken is dat indien niet gecorrigeerd werd voor de achtergrondab-
sorptie uit eiextrakten, op het lage niveau (2 mg/kg), een gehalte aan 
(3-HBZ ~.;rerd gevonden ~.;relke een faktor 3, 5 hoger lag dan de gecorrigeer-
de ~.;raarde bij gebruik van het onzuivere enzym. 
Bij gebruik van het zuivere enzym werd zelfs een faktor 4,5 hogere 
waarden gevonden. 
Op het 50 mg/kg niveau was de verhoging .van het (3-HBZ gehalte, ten ge-
volge van de achtergrondabsorptie, veel lager en wel een faktor 1,1. 
Na correctie voor de achtergrondabsorptie was , op het lage niveau, een 
duidelijk verschil waarneembaar na gebruik van beide enzymen. 
Door de grotere specificiteit van het zuivere enzym werden ca. 30% la-
gere waarden gevonden. 
3. 3 He_! _!O.!:_t~eE_ _yaE_ !!_e_ eE_zxn!at.!_sche ~e_!hod.!:_ 
Het de wetenschap dat een correctie voor de achtergrondabsorptie nood-
zakelijk is en dat het zuivere enzym meer specifiek is, ~verden de 
hiervolgende experimenten uitgevoerd om de methode te toetsen: 
- recovery 
- lineariteit 
- herhaalbaarheid en reproduceerbaarheld 
- vergelijking gaschromatografische- en enzymatische resultaten 
- de verdeling van 13-HBZ tussen de vloeibare fase en het tijdens de 
extraktie gevormde precipitaat 
- invloed van zout, suiker en alkohol op de enzymatische reaktie 
- invloed van ~vaterstofperoxide op het (3-HBZ gehalte. 
3.3.1 Recovery. 
Na toevoegen van standaardoplossing van 13-HBZ aan eimonsters werd, op 
het 20 mg/kg niveau, gemiddeld 104% teruggevonden (92-116% , n=ll) met 
een variatiecoëfficiënt van 6 , 7%. Op het 5 mg/kg niveau werd gemiddeld 
98% teruggevonden (86-109%, n=13) met een variatiecoëfficiënt van 6%. 
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3.3.2 Lineariteit. 
Een tweetal eimonsters met verschillend B-HBZ gehalte en een drietal 
mengmonsters van deze \>lerden onderzocht en de gevonden B-HBZ gehalten 
beoordeeld omtrent lineariteit. 
De gevonden B-HBZ gehalten \Wrden uitgezet tegen de mengverhouding van 
beide monsters (zie figuur 5) en een correlatieco~ffici~nt van -0,9985 
\>lerd gevonden. 
3.3.3 Herhaalbaarheid en reproduceerbaarbeid 
Om de enzymatische methode te toetsen omtrent herhaalbaarheid en re-
produceerbaarheid ,.,erden twaalf monsters heldere bebroede eieren op 
verschillende dagen onderzocht. 
In tabel 5 worden de gevonden B-HBZ gehalten ,.,eergegeven en deze 
varieerden van 22 tot 215 mg/kg. 
De standaardaf,.;ijking tussen duplo waarden, in het gebied van 20 tot 
50 mg/kg bedroeg 1,7 mg/kg en in het gebied van 50 tot 220 mg/kg be-
droeg deze 2,5 mg/kg. De herhaalbaarheid werd berekend op respektieve-
lijk 4,8 en 7,1 mg/kg. 
De standaardafwijking tussen B-HBZ gehalten bepaald op verschillende 
dagen en in het gebied van 20 tot 50 mg/kg bedroeg 2,4 mg/kg en in het 
gebied van 50 tot 220 mg/kg bedroeg deze 3,5 mg/kg. 
De reproduceerbaarbeid werd berekend op respektievelijk 6,9 en 
10 mg/kg. 
Om de herhaalbaarheid op het lage B-HBZ niveau te toetsen werd een 
tweetal monsters meerdere malen onderzocht en de resultaten worden 
hieronder weergegeven: 
Nonster Aantal Gem. (3-HBZ Standaard- Variatie 
metin8en 8ehalte af,.;ijkin8 co~ffici~nt 
(mg/kg) (mg/kg) (%) 
A 6 1, 3 0,51 40 
B 10 8, 2 . 0,47 5,8 
Gebleken is dat op detektiegrensniveau (1 mg/kg) rekening moet worden 
gehouden met een grote spreiding van de resultaten. Dit kon enigszins 
worden verbeterd door mee r monsterextrakt in de cuvet te brengen. 
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Door een kleine aanpassing kon de monsterconcentratie in de cuvet met 
een faktor 2 ,7 worden geconcentreerd (zie schema 1). De herhaalbaar-
heid op het lage 13-HBZ niveau \o~erd getoetst , na concentreren, en de re-
s ul taten worden hieronder weergegeven: 
Honster 
c 
D 
Aantal 
metingen 
10 
9 
Gem. 13-HBZ 
gehalte 
(mg/kg) 
0,78 
6,66 
Standaard- Variatie 
aflo~ijking coiHficiënt 
(mg/kg) (%) 
0,16 21 
0,31 4,7 
3.3.4 Vergelijking van de gaschromatografische- en enzymatische resul-
taten. 
In een vijfe ntwintigtal monsters werd volgens de enzymatische en de 
gaschromatografische methode het 13-HBZ gehalte bepaald (zie tabel 6). 
De resultaten werden grafisch vergeleken door de gaschromatografische 
resultaten, op de x-as, uit te zetten tegen de enzymatische resulta-
ten, op de y-as (zie figuur 6). 
De berekende rechte lijn (y = 1,3Sx - 1,82) heeft een correlatiecoëf-
fic iënt van 0,984. 
Uit de richtingscoëfficiënt van deze lijn kon geconcludeerd ,.,orden dat 
met de enzymatische methode hogere gehalten werden gevonden. 
In het voorgaande \o~erd beschreven dat de recovery bi j de enzymatische 
methode gemiddeld 104% bedroeg . De recovery m.b.t. de gaschromatogra-
fische methode \-las nog niet uitvoerig onderzocht, echter gezien het 
aantal te verrichten handelingen , lijkt het mogelijk dat bij deze me-
thode verliezen optreden . 
Het niveauverschil tussen de enzymatische- en de gaschromatografische 
methode zou kunnen worden verklaard indien de recovery bij laatstge-
noemde methode gem . 74% bedroeg. 
3.3.5 De verdeling van 13-HBZ t ussen de vloeibare fase en het precipi-
taat gevormd tijdens de extraktie . 
Volgens Parry (3) is de hoeveelheid 13-HBZ homogeen tussen de vloeibare 
fase en het tijdens de extraktie gevormde precipitaat verdeeld. Deze 
stelling \Wrd t gebaseerd op de goede recovery lolaard en , terwijl bij de 
berekening geen correctie voor het precipitaat wordt toegepast . 
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Indien het 6-HBZ niet homogeen verdeeld is, maar b.v. overwegend in de 
vloeibare fase aanwezig zou zijn, dan zijn de gevonden recoverywaarden 
te hoog. 
Om te kunnen be,>lijzen of het 6-HBZ homogeen verdeeld is ,.,erd, in 
triplo, een eimonster (gehalte aan 6-HBZ ca. 40 mg/kg) ge~xtraheerd 
volgens het voorschrift en na centrifugeren en decanteren van de 
vloeibare fase werd het precipitaat nog tweemaal met 25 ml perchloor-
zuur en 5 ml water ge~xtraheerd . 
Met behulp van een Ultra turrax werd het precipitaat en de extraktie-
vloelstof gehomogeniseerd. Van deze extrakten werd 20 ml vloeibare 
fase geneutraliseerd en aangevuld tot 50 ml. Tussentijds werd het pre-
cipitaat in de centrifugebuizen gewogen en in tabel 7 worden de 
gewichten weergegeven. 
Het 6-HBZ gehalte in de vloeibare fase werd berekend m.b.v. de hier-
volgende formule: 
Extinctie x 3,4 x 104,1 x volume maatkolf 
= llg/g 
6,3 x 2 x volume extrakt in be,qerking x s.g. vloeibare fase 
De resultaten worden weergegeven in tabel 8 . 
Het s . g. van het gebruikte perchloorzuur werd bepaald op 1,24 en bij 
de eerste extraktie werd het s . g. van de vloeibare fase berekend door 
ervan uit te gaan dat het eimonster 75% vocht bevat. Het s .g. van de 
vloeibare fase bij de eerste extraktie wordt dan : 
40 x 0,75 x 1 + 25 x 1,24 + 5 x 1 1 10 
- , 
60 
Ervan uitgaande dat het eimonster 25% droge stof bevat (40 x 0,25 
10 gin het precipitaat), kon de hoeveelheid vloeibare fase welke in 
het precipitaat was achtergebleven, aan de hand van de tussentijdse 
wegingen, ~>lorden berekend. Rekening houdend met het s.g . van deze fase 
werd het s.g . van de tweede en derde extraktievloeistof berekend. 
Bij monster A werd na de eerste extraktie 36,09 gram precipitaat ge-
vonden. Bij gelijke verdeling was de hoeveelheid B-HBZ in het precipi-
taat 36,09 x 21,93 = 791,5 J.lg• Hieraan werd 25 ml perchloorzuur en 
5 ml ,.,a ter toegevoegd, met een totaalgewicht van 36 gram en ge~xtra­
heerd. 
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Bij een gelijke verdeling zou de concentratie van a-HBZ in de vloeiba-
re fase moeten zijn 791,5/72,09 ~ 10,98 ~g/g. 
Experimenteel werd een concentratie van 11,13 ~g/g gevonden. 
Indien a-HBZ geheel in de vloeibare fase aanwezig zou zijn, was de 
hoeveelheid a-HBZ in het eerste precipitaat: 26,09 g vloeibare fase x 
21,93 ~g/g = 572,16 ~g. Deze hoeveelheid a-HBZ zou dan aanwezig zijn 
in 26,09 + 36 = 62,09 gram vloeibare fase en de concentratie van a-HBZ 
hierin zou 9,22 ~g/g bedragen. 
Deze berekeningen werden toegepast op de drie monsters en de achter-
eenvolgende extraktles en in tabel 9 worden de theoretisch en experi-
menteel gevonden waarden vergeleken. 
Uit deze berekeningen is gebleken dat a-HBZ homogeen verdeeld was tus-
sen de vloeibare fase en het precipitaat en een correctie voor het 
aanwezige precipitaat, bij de berekening van het a-HBZ gehalte, lijkt 
niet noodzakelijk. 
3.3.6 Invloed van zout, suiker en alkohol op de enzymatische reaktie. 
Aan eiprodukten wordt in enkele gevallen zout en/of suiker toegevoegd. 
Het toegevoegde zout varieert van 0,1 tot 8% en suiker wordt toege-
voegd tot maximaal 50%. 
Advocaat is een eiprodukt waarin tenminste 14 procent alkohol aanwezig 
moet zijn. 
Tijdens de monstervoorbewerking {-lord t het zout-, suiker- en alkoholge-
hal te, door verdunning, met een faktor 6,5 verlaagd waardoor het maxi-
male gehalte in het eindextrakt respektievelijk 1,8 en 2% kan bedragen. 
Om de invloed van zout, suiker en alkohol op de enzymatische reaktie 
te bepalen werden deze aan standaardoplossingen van a-HBZ, met een 
concentratie van 25 mg/1, toegevoegd in verschillende concentraties. 
De absorptietoename, t . g .v. de enzymatische reaktie, \-lerd vergeleken 
met een standaardoplossing van a-HBZ zonder toevoeging . 
3.3 . 6.1 Zout. 
Aan standaardoplossingen van a-HBZ werd zout toegevoegd in concentra-
ties van 20; 10; 5; 0,2 en 0%. 
Aan 2 ml van deze oplossingen werd reagens en enzym toegevoegd en de 
absorptie werd gedurende 1 uur gemeten tegen een blanko reagens. 
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In figuur 7a wordt het resultaat weergegeven en hieruit blijkt dat een 
hoog zoutgehalte, zoals verwacht, de enzymatische reaktie remt. 
Bovenstaande proef werd herhaald met zoutgehalten van 0 ,1; 0,5 en 1% 
en de resultaten worden weergegeven in de figuren 7b, 7c en 7d. 
Hieruit is gebleken dat bij zoutgehalten van 1; 0,5 en 0,1% respektie-
velijk 5,5; 5 en 2% lagere extinctiewaarden worden gevonden indien 
vergeleken met de extinctiewaarde van een standaardoplossing van a-HBZ 
zonder zout. 
3.3.6.2 Suiker. 
Aan standaardoplossing van a-HBZ werd 10% suiker toegevoegd en de ex-
tinctie, na toevoegen van reagens en enzym, \~erd vergeleken met de ex-
tinctie verkregen zonder toevoeging van suiker (zie figuur 8). 
Na 1 uur werd voor de standaardoplossing met suiker een 5% lagere ex-
tinctie gemeten t.o.v. de standaardoplossing zonder suiker. 
3.3.6.3 AlkohoL 
Aan standaardoplossing van a-HBZ werd 2,3% alkohol toegevoegd en de 
extinctie , na toevoeging van reagens en enzym , werd vergeleken met die 
van een standaardoplossing zonder alkohol (zie figuur 9). 
Na 1 uur ~o1erd voor de standaardoplossing met alkohol een 5% lagere ex-
tinctie gemeten t.o.v. de standaardoplossing zonder alkohol. 
3.3.7 De invloed van waterstofperoxide op het a-HBZ gehalte. 
Tijdens een vergadering van de werkgroep K~o1aliteit Schouweieren wordt 
opgemerkt dat bij gebruik van waterstofperoxide het a-HBZ gehalte zou 
kunnen worden verlaagd. 
Waterstofperoxide wordt soms, vóór het pasteuriseren, toegevoegd aan 
vloeibaar eiprodukt, waardoor de pasteurisatietemperatuur kan worden 
verlaagd . 
Volgens het Spelderholt varieert het peroxidegehalte van 0,05 tot 
maximaal 0,5 gewichtsprocenten. 
Om de invloed van waterstofperoxide op het a-HBZ gehalte te onderken-
nen werd aan 100 gram vloeibaar eiprodukt, met een a-HBZ gehalte van 
ca. 20 mg/kg, 2 ml (30%) waterstofperoxide toegevoegd (conc. H2o2 in 
het produkt is 0,6%). 
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Het monster zonder en met peroxide werd gedurende ca. 30 minuten in 
een waterbad van 70°C geschud. Beide monsters worden gedurende 7 dagen 
bel..raard bij 4 °C en vervolgens in duplo geanalyseerd. 
De gevonden 13-HBZ gehalten '"'orden hieronder weergegeven: 
zonder peroxide 
met peroxide 
A 
18,4 mg/kg 
20 , 2 mg/kg 
B 
19,3 mg/kg 
20,8 mg/kg 
Gem. 
18,9 mg/kg 
20,5 mg/kg 
Hieruit kan geconcludeerd l..rorden dat bij gebruik van l..raterstofperoxide 
geen lager 13-HBZ gehalte wordt gevonden. 
4 . Samenvatting en discussie 
Parry beschreef in haar publikatie dat geneutraliseerde perchloorzuur-
extrakten van bebroede eieren geen significante absorptie vertoonden 
bij 340 nm. Uit de experimenten is echter het tegendeel gebleken en 
indien niet gecorrigeerd ll7erd voor deze achtergrondabsorptie tl7erd op 
het lage 13-HBZ niveau een ca. vier maal hogere waarde gevonden. 
De door Parry voorgestelde enzymsuspensie bleek teveel verontreinigd 
met lactaat- en malaatdehydrogenase. 
De grotere specificiteit van een zuiverder enzym t.;rerd aangetoond , 
doordat bij een aantal eimonsters, met een laag 13-HBZ gehalte, ca. 30% 
lagere 13-HBZ gehalten werden gevonden. 
Gebruik makend van een achtergrondcorrectie en van een zuiver enzym 
werd de methode getoetst. 
De recovery, op het 5 en 20 mg/kg niveau, tl7as gemiddeld respektieve-
lijk 98 en 104% en de methode bleek voldoende lineair . 
De meetresultaten bleken op een hoog 13-HBZ niveau (>50 mg/kg) reprodu-
ceerbaar, vanwege een variatiecoëfficiënt l17elke kleiner was dan 3%. 
Deze spreiding nam toe bij een afnemend 13 - HBZ gehalte en op detektie-
grensniveau (1 mg/kg) was de variatiecoëfficiënt opgelopen tot 40%. De 
spreiding op detektiegrensniveau kon tl7orden teruggebracht tot 21% door 
meer monsterextrakt in de cuvet te brengen. 
Enzymatische- en gaschromatografische analyseresultaten werden verge-
leken en hieruit bleek dat met de enzymatische methode hogere gehalten 
werden gevonden. 
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Het niveauverschil tussen beide methoden zou kunnen worden verklaard 
door een lagere recovery bij de gaschromatografische methode. 
Na experimenten met herhaalde extraktles werd aangetoond dat het ~-HBZ 
homogeen verdeeld was tussen de vloeibare fase en het tijdens de ex-
traktie gevormde precipitaat, waardoor een correctie voor het gevormde 
precipitaat niet hoeft te worden toegepast. 
Aan eiprodukten wordt in sommige gevallen zout, suiker en alkohol toe-
gevoegd. De invloed van deze toevoegingen op de enzymatische reaktie 
werd onderzocht en gebleken is dat door deze toevoegingen iets lagere 
13-HBZ gehalten \11orden gevonden (ca. 5% lagere waarde per soort toevoe-
ging). De invloed van deze toevoegingen kan worden opgeheven door een 
standaardadditie toe te passen. 
Gebleken is dat toevoegen van waterstofperoxide, vóór het pasteurise-
ren van vloeibare eiprodukten, geen invloed heeft op het 13-HBZ gehalte . 
Net de beschreven enzymatische methode kan één analist ca. 20 monsters 
per dag analyseren omtrent het 13-HBZ gehalte met als onderste grens 
0,5 mg/kg. 
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Tabel 1. Vergelijking van de gevonden recoverywaarden met die volgens 
Parry (2) 
Niveau Aantal Gebied Gemidd. Standaard- Variatie-
(ppm) waarneming recovery recovery afwijkin_g co~fficiënt 
Parry 2-300 23 55-143% 99,6% 17,3 17,3% 
RIKILT 2- 50 28 50-1 07% 83 ,4% 14,6 17,4% 
Tabel 2 . Vergelijking 6-HBZ gehalten verkregen volgens de gaschromato-
grafische- en enzymatische methode 
6-hydroxyboterzuur rog/kg 
Bebroede eieren Enzymatisch Gaschromat~graflsch 
7 dagen, onbevrucht 5 - 6,5 0,8 - 1,3 
7 dagen, helder 3 , 5 . 5,8 1,4 ; 1,9 , 
7 dagen, vroeg afgestorven vrucht 14 3,8 
7 dagen, nog levende vrucht 7 11,6 
18 dagen, onbevrucht 4,5 - 5,5 1,1 - 1,3 
18 dagen, helder 18 - 50 7,2- 20 
18 dagen, vroeg afgestorven vrucht 205 140 
18 dagen, laat afgestorven vrucht 180 105 
Tabel 3. De gemeten achtergrondabsorptie in eiextrakten en de daaruit 
berekende B-HBZ gehalten 
Monster Absorptie B-HBZ gehalte 
I 0,0566 6,8 ppm 
0,0478 5,9 ppm 
II 0,0521 7,0 ppm 
0,0654 8 , 2 ppm 
lil 0,0354 5,0 ppm 
Tabel 4. De invloed van een correctie voor achtergrondabsorptie en van 
het gebruik van een zuiver enzym 
Gecorrigeerde 
Monster Achtergrondab- Ge hal te 6-HBZ Gehalte 6-HBZ (3-HBZ gehalten 
sorptie uitgedrukt na gebruik van na gebruik van onzuiver zuiver 
in (3-HBZ gehalte onzuiver enzym zuiver enzym enzym enzym 
ppm ppm ppm ppm ppm 
I 4,9 7,0 6,3 2,1 1,4 
II 6,6 9,6 8,8 3,0 2,2 
III 4,6 I 46,5 I 47,1 I 41,9 I 42 , 4 
847 .15 
Tabel 5 . Herhaalbaarheids- en reproduceerbaarheidsmetingen t.a.v. het 
B-HBZ gehalte in uitgeschouwde heldere broedeieren 
RI KILT Datum Gehalte Datum Gehalte Datum Gehalte 
nummer onderzocht (3-HBZ onderzocht B-HBZ onderzocht B-HBZ 
ppm ppm ppm 
41305 1983-09-01 132,7 1983-09-06 126,1 
127,7 124,3 
41306 1983 -09-01 99,7 1983-09- 07 100,0 
100,0 
41307 1983-09- 01 130, 3 1983-09-07 133,8 1983-09-09 129,3 
132,2 131,2 
41308 1983-09-01 41,1 1983-09-06 47,8 
46,3 
41309 1983-09-01 29,3 1983- 09-07 25,8 
28,6 26 , 7 
41310 1983-09-01 23 ,7 1983- 09-06 23,0 1983 -09-09 24,1 
24,3 
41311 1983-09-02 48,1 1983-09-07 47,0 
45,1 
41312 1983-09-02 147,2 1983- 09-06 142,5 
146,3 146,3 
41313 1983-09-02 22 ,1 1983-09-07 21,6 1983-09-09 22,6 
22 , 6 20,8 
41314 1983 -09-02 214,2 1983-09-07 215,5 1983- 09-09 207 , 3 
212 , 5 207,7 203,5 
41315 1983-09-02 129,5 1983-09-07 128,8 
125,9 
413 16 1983 -09-02 33 ,5 1983-09- 07 40 , 6 1983-09-09 40,4 
33,9 37,4 
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Tabel 6. Vergelijking van de gaschromatografische- en enzymatische 
resultaten 
Monster 13-HBZ gehalte (mg/kg) 
nummer gaschromatografisch enzymatisch 
A 1 2 
B 3 4 
c 5 5 
D 7 8 
E 9 11 
44517 50 75 
44523 5 4 
44532 37 52 
44536 52 70 
44539 4 2 
44542 52 58 
44545 5 1 
44547 11 8 
44548 11 12 
44549 17 22 
44554 9 11 
46719 2 1 
46720 1 1 
46721 1 2 
/~6722 1 1 
46725 1 2 
46727 1 1 
46757 1 1 
46758 2 1 
46771 11 3 
84 7.17 
' . 
'' 
Tabel 7. Precipitaatgewichten na herhaalde extraktles 
Monster na le extraktie na 2e extraktie na 3e extraktie 
A 36,09 g 36,41 g 34,43 g 
B 34,67 g 37,48 g 36,76 g 
c 34,43 g 36,76 g 37,23 g 
Tabel 8. De concentraties B-HBZ (~g/g) in de vloeibare fasen na her-
haalde extraktles 
Monster le extrakt 2e extrakt 3e extrakt 
A 21,93 11,13 6,76 
B 21,60 11,42 5,61 
c 21,47 11,16 5,39 
Tabel 9. Vergelijking van de theoretische en de experimenteel gevonden 
gehalten aan B-HBZ in de vloeibare fasen (~g/g) 
Theoretisch Experimenteel 
homogene verdeling B-HBZ in vloeibare 
fase 
Extraktie 1e 2e 3e 1e 2e 3e 1e 2e 3e 
Monste r 
A 10,98 5,60 9,22 4,71 21,93 11,13 6,76 
B 10,60 5,82 8,78 4,94 21,60 11,42 5,61 
c 10,50 5,64 8,68 4,76 21,47 11,16 5,39 
Gemiddeld 10,69 5,69 8,89 '•, 80 11,23 5,92 
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Figuur 1. Gemeten abso~ptie uitgezet tegen de reaktietijd van stan-
daardoplossingen van melkzuur en appelzuur na enzymatische 
reaktie met ~-hydroxyboterzuurdehydrogenase. 
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Figuur 2. Absorptiespectrum van een eiextrakt, na toevoegen van alle 
reagentia behalve het enzym, gemeten tegen een blanko chemi-
caliën. 
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Figuur 3. Absprptiespectrum van een eiextrakt met enzym gemeten tegen 
hetzelfde eiextrakt zonder enzym. 
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Figuur 4. De gemeten absorptie van een eiextrakt, zonder en met enzym, 
uitgezet tegen de tijd. 
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Figuur 5. ~-HBZ gehalte uitgezet tegen de mengverhouding van twee 
eimonsters met verschillende a-HBZ gehalten 
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Figuur 6 . Vergelijking gaschrornatografische- en enzymatische resultaten. 
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Figuur 7. Invloed van ,zout op de enzymatische reaktie. 
a. Standaardopl. van 3-HBZ met 0% N~Cl ( 1 ), 
20% (2), 10% (3), 5% (4) en 0,2% (5). 
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Figuur 8. Invloed van suiker op de enzymatische reaktie 
2 = s t a ndaardoplossing van a-HBZ met 0% suiker 
4 = s t andaardoplossing van a-HBZ met 10% suiker 
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Figuur 9. Invloed van alkohol op de enzyma tis che reaktie 
1 standaardoplossing van a- RBZ me t 0% alkohol 
2 = s tandaardoplossing van a- HBZ me t 2,3% alkohol 
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